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摘要 : 昆虫 铁 蛋 日 在 铁 转运 和 贮藏 、 抗 氧化 胁迫 及 病菌 侵 染 等 诱导 的 免疫 反应 等 过 程 中 发 挥 重 要 作用 。 为 探索 烟 
粉 乱 Bemisia tabaci FRA AD BE, ARSE WAR) SU MED 隐 种 Bemisia tabaci MED 为 研究 对 象 , 采用 反 转 录 PCR 
(reverse transcription PCR, RT-PCR) 克隆 铁 重 白 基 因 , 采用 灾 光 定量 PCR 检测 了 该 基因 在 烟 粉 乱 不 同 发 育 时 期 及 
在 吡虫啉 胁迫 条 件 下 成 虫 体内 mRNA 的 表达 量 , 并 利用 原核 表达 载体 pMAL-BtFerl 对 该 蛋白 进行 体外 表达 和 纯 
Wo GEREN RUE AEA BY cDNA 序列 , 并 命名 为 BtFerl ( GenBank 登录 号 : JX865415 ) 。 该 基因 cDNA 长 
度 为 1 043 bp, 编码 224 个 氨基 酸 残 基 , 序列 中 含有 铁 和 蛋白 典型 的 铁 结 合 功能 域 , 以 及 由 19 个 氨基 酸 残 基 构 成 的 
fa SK. SOCIETE PLN, BtFerl 在 不 同 发 育 时 期 均 有 表达 , UREM 3 龄 若虫 期 的 表达 量 较 高 , 并且 该 基因 
的 表达 受 吡 虫 啉 胁迫 处 理 的 强烈 诱导 。 体 外 表达 、 纯 化 和 电泳 检测 显示 , 在 0.3 mmol/L 浓度 IPTC 诱导 下 融合 蛋 
白 在 上 清和 沉 演 中 均 能 表达 , 电泳 检测 到 一 条 约 68 kD 的 外 源 蛋 白 , 与 预测 融合 蛋白 分 子 量 大 小 相符 。 本 研究 明 
确 了 该 铁 蛋 日 基因 在 烟 粉 乱 MED 隐 种 不 同 发 育 阶 段 及 在 低 浓度 吡虫啉 胁迫 下 成 虫 体内 的 表达 水 平 , 为 深入 研究 
其 功能 提供 理论 依据 。 
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中 图 分 类 号 : Q966 ”文献 标识 码 : A ”文章 编号 : 0454-6296 (2013 )07-0738-09 

Cloning, expression profiles in different developmental stages and under 
imidacloprid stress and prokaryotic expression of a ferrtin gene in 


Bemisia tabaci MED (Hemiptera: Aleyrodidae ) 
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Abstract: Insect ferritins play key roles in iron transport, response to oxidative stress and the immune 
response to pathogen infection and others. In this study, cDNA identification and expression of 
recombinant ferritin from Bemisia tabaci MED were done in order to elucidate the function of ferritin in 
this insect. The cDNA was amplified by RT-PCR and named BiFerl ( GenBank accession number: 
JX865415). The partial sequence of BtFerl is 1 043 bp in length, encoding 224 amino acids. Sequence 
analysis indicated that the protein has the characteristic features of typical ferritin iron-binding region 
signature and a 19-residue signal peptide. q-PCR assay displayed that BtFerl was expressed in various 
developmental stages of B. tabaci and the expression levels in B. tabaci at the adult and 3rd instar 
nymphal stages were much higher than those at other stages. The expression profiling also showed that 
BtFerl was up-regulated in adults treated with 1 mg/L imidacloprid. Furthermore, the BiFerl gene was 
constructed into the expression vector pMAL-c2x for protein expression in prokaryotic cells and purified 
by amylose affinity. The results showed that the fused MBP-BtFerl proteins could be effectively induced 
with 0. 3 mmol/L IPTG, and the fusion protein was about 68 kDa, which was consistent with the 
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predicted result. This study makes clear the expression levels of BtFerl in various developmental stages 


and in adults of B. tabaci MED treated with lower concentration of imidacloprid, and provides a basis for 


further functional study of this gene. 
Bemisia tabact MED; 


expression; imidacloprid 
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铁 作 为 辅酶 广泛 参与 细胞 内 多 种 生理 生化 过 
程 , 例如 核酸 合成 、 氧 代谢 、 三 羧 酸 循环 、 类 固 醉 
和 氨基 酸 合 成 (Andrews， 2008 ) 。 在 生物 体内 , fX 
元 素 主 要 以 Fe 4 Fe “两 种 离子 形式 存在 ,其 中 
Fe REEK, 能够 导致 机 体内 生物 大 分 子 的 氧化 
损伤 和 炎症 产生 , 因此 生物 体 通 过 表达 特定 蛋白 以 
结合 、 运 输 和 封存 该 类 铁 离子 , KRAMER PR 
重要 的 产物 (Arosio et al., 2009) 。 在 哺乳 动物 体 
A, BA EATUR Bg T BEER EPA. 胞 内 铁 元 
素 的 贮存 由 铁 重 日 执行 (Andrews，2008 ) 。 根 据 存 
在 部 位 的 差异 , 铁 重 日 可 分 为 细胞 质 、 血 清和 线 料 
体 铁 蛋白 3 种 类 型 ( Arosio et al., 2009) 。 细 胞 质 铁 
重 捍 发 挥 储存 和 调节 铁 含 量 的 功能 ,血清 铁 重 日 作 
为 分 泌 型 蛋 蝗 主要 参与 铁 转移 和 铁 供 体 激活 功能 
( Fisher et al., 2007; Leimberg et al., 2008) , 线粒体 
PRE A FETA AS DUE Es 06] 28 18,7 HE RETE 
的 保护 剂 功能 (Cazzola et al., 2003; Levi and 
Arosio, 2004) 。 与 哺乳 动物 不 同 , 昆虫 体内 铁 转 运 
EA RU A SR HAARE A 4X de s i TE ( Strickler- 
Dinglasan et al., 2006; Wang et al., 2009) , 多数 铁 
A ELB T ATE EL, ARTETA Jo PURI E HKE 
日 需要 经 过 糖 基 化 修饰 以 及 在 信号 肽 序列 引导 下 才 
能 进入 分 泌 途 径 (Kim et al., 2004; Qiu et al., 
2005 ) 。 除 参与 铁 代 谢 之 外 ,和 蛋 日 质 组 学 人 研究 显示 
铁 重 日 的 表达 受 多 种 病原 物 户 导 , HB BREA 
在 免疫 应 答 反 应 中 扮演 重要 角色 (Paskewitz and 
Shi, 2005; Altincicek et al., 2008) 。 

有 关 昆 忠 铁 和 蛋白 的 研究 始 于 20 世纪 60 年 代 ， 
迄今 已 分 离 和 鉴定 了 多 种 昆虫 的 铁 和 蛋白 及 其 编码 基 
( Dunkov et al., 1995; Pham et al., 1996; 
Charlesworth et al., 1997; Nichol and Locke, 1999) , 
对 铁 和 蛋 日 的 结构 和 功能 、 分 泌 途 径 和 表达 调控 进行 
了 系统 研究， 获得 了 系列 突破 性 进展 ( Andrews, 
2008; Arosio et al., 2009) 。 然 而 , 7B 2E TRU MEE 
Ane OED AR LR. MA Bl Bemisia tabaci 
属于 典型 的 入 侵 物 种 ,寄主 植物 多 达 700 种 以 上 
( Greathead, 1986) ,是 最 重要 的 农业 害虫 之 一 。 最 
新 研究 表明 ,， 烟 粉 乔 为 复合 种 , 至 少 有 24 个 隐 种 


ferritin; gene cloning; 


expression profiling; prokaryotic 


(de Barro et al., 2011), REER EAZA BL 
MEAMI 隐 种 (以 往 称 "B WARR) 为 主 , 近年 来 
MED 隐 种 (以 往 称 ”Q 型 烟 粉 乱 ”) 逐渐 演变 为 优势 
种 群 (Luo et al., 2010; Wang et al., 2010) ， 主 要 原 
因 就 在 于 MED 隐 种 对 包括 吡虫啉 在 内 的 多 种 杀 虫 
剂 均 能 迅速 产生 抗 药 性 (Cahill et al., 1996; Ahmad 
et al., 2002) 。 烟 粉 异 抗 药性 机 理 研 究 表 明 , 细胞 
色素 P450 基因 CYP6CMI 与 该 昆虫 对 吡虫啉 的 抗 
性 密切 相关 (Karunker et al., 2008; Jones et al., 
2011) , 但 其 抗 药 性 是 否 还 涉及 其 他 基因 还 不 清楚 。 
本 人 研究 代 助 生物 信息 学 技术 和 RT-PCR 方法 从 烟 粉 
AMED 隐 种 中 死 隆 获得 一 个 铁 重 日 基因 cDNA FE 
列 , PM AEA SE AA RR, AREA IR] 
发 育 时 期 和 吡虫啉 胁迫 条 件 下 成 虫 体 内 mRNA 的 
表达 水 平 进行 检测 ; 在 此 基础 上 , 构建 了 麦芽 糖 结 
合 蛋 白 (MBP) 融合 表达 载体 , 利用 宿主 菌 表达 融合 
RUBUS REE A, VA Be Fl) FB FRR MAER, 
ARATE CE EIE 2I Bede EA RR. 并 
55 28 EHRE MED 隐 种 的 成 灾 机 理 和 发 展 新 
的 烟 粉 乔 控 制 措施 提供 新 的 思路 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 

1.1.1 AWRA: TEES MED 隐 种 为 河南 农业 
大 学 植物 保护 学 院 化 学 生态 学 实验 室 饲 养 (温度 为 
28€, 湿度 为 70% ~ 90% , 光照 16L: 8D), 寄主 植 
物 为 烟草 Nicotiana tabacum, 

1.1.2 主要 试剂 及 仪器 : DH5a 和 BL21 等 菌 种 为 
本 实验 室 保 存 ; pMAL-c2x 和 pGM-T 载体 由 
TIANGENE( 北京 ) 公司 提供 ; 总 RNA 提取 试剂 盒 
Trizol、 胶 回收 试剂 盒 、RNA 酶 抑制 剂 、M-MLV、 
pfu-Taq REI LA-Taq DNA fi, 以 及 各 种 限制 性 内 切 
酶 、SYBR Green 开奖 光 定 量 试剂 盒 购 月 TaKaRa 
(大 连 ) 公司; 所 用 引物 上 自行 设计 ,并 由 Invitrogen 
(北京 ) 公司 合成 。Real-Time System Iy Ñ Bio-Rad 
公司 。 

1.2 WHA MED 隐 种 铁 和 蛋白 基因 的 cDNA 克隆 
1.2.1 总 RNA 提取 和 cDNA 第 一 链 合 成 : 随机 取 
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Bee 88 — BBC EA] fe BE JEU LH, A OR J RF 
Trizol 试剂 盒 提取 总 RNA, 经 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 和 紫 
外 分 光 光 度 计 检 测 后 , 取 2 pg 总 RNA 采用 M-MLV 
反 转 录 酶 合成 cDNA 第 一 链 ，RNase 消化 cDNA 产 
物 , 具体 操作 参照 反 转 录 试 剂 盒 。 

1.2.2 AREE Ferl 基因 引物 设计 和 PCR 扩 增 : 48 
+ Ks HEE Galleria mellonella 铁 重 日 (CenBank 登录 
+5; AF329683 ) Bj 2a FE E Fp 5], 搜索 GenBank 的 
EST Spe EF, DPBEXATS — TL A SE STE 
(ORF) I5 #8 i ml RAE AE cDNA 序列 , 利用 
Primer 5.0 设计 PCR 扩 增 引物 BtePfl/BtPrl (#1). 
1.2.3 PCR 扩 增 反应 体系 及 程序 : 以 cDNA 第 一 
链 为 模板 , 每 个 反应 体系 20 pL, 包含 2 pL 模版 .2 
uL Buffer, 2 uL dNTPs, ETSE 1 uL, 0.2 
uL pfu-Taq Hj; 扩 增 程序 为 94Y 预 变 性 3 min; 
94% 30 s, 58C 30 s, 72C 2.0 min, 32 个 循环 ; 最 
Ja 72°C 延伸 10 min, 

1.2.4 PCR 产物 回收 、 克 隆 和 测序 : PCR 扩 增 产 
物 经 1.2% 球 脂 糖 凝 胶 检 测 后 ,采用 胶 回 收 试剂 盒 
回收 目的 条 带 并 连接 到 pGM-T 载体 , 连接 产物 转 
化 至 大 肠 杆菌 DH5a, 在 X-gal/IPTG 琼脂 糖 平 板 上 
Pk MAE E wE, 由 大 连 TaKaRa 公司 完成 序列 
测定 。 

1.2.5 序列 分 析 : 利用 DNASTAR 进行 序列 组 装 、 
BLAS HED AT, 利用 Clustal x 1. 83 和 Boxshade 软件 
ALS LTE AS Bl Ferl ZEA GREE EI ARIT Y 
SRBC ARS AT TIT o 

1.3 ” 烟 粉 虱 铁 蛋 日 基因 的 mRNA 表达 谐 分 析 
1.3.1 样品 处 理 及 取样 : 显微镜 检 处 于 卵 1, 2, 
3 和 4 龄 ( 伪 晴 ) 奋 虫 和 成 虫 等 不 同 发 育 期 的 烟 粉 
mV, 各 虫 期 每 样品 取 100 AC), 3 KER, 立即 


液 氮 速冻 , 用 于 RNA 提取 。 

1.3.2 吡虫啉 药 物 处 理 及 取样 : 选取 发 育 一 致 的 
健康 烟 粉 乔 成 虫 , 接种 于 温室 内 养 虫 笼 (170 cm x 
170 cm x 90 cm), SWE 1 ERA ~5 叶 期 的 烟草 
幼 凋 ,， 待 适应 生长 1 d 后 , BOIS 7J 1 mg/L 的 吡 
HK, FFO, 10, 30, 60, 120, 240 和 480 min 
后 取样 , 各 处 理 每 样品 取样 50 35, 3 次 重复 , 立即 
液 氮 速冻 , 用 于 RNA 提取 。 

1.3.3 定量 引物 设计 : MIR Bl Ferl 的 cDNA 
序列 ， 采 用 Primer 5.0 设计 引物 BtPP2/BtPr2, VA 
actin 作为 内 部 参照 (BtAf1/BtArl ) , 引物 序列 见 表 1。 
1.3.4 ”荣光 定量 PCR 反应 : 反应 体系 为 20 pL, 包 
含 2 pL 模版 上 下 游 引 物 各 2 pl, 10 pL SYBR 
Green I ; PCR 扩 增 程序 : 95°C 预 变性 15 min; 94°C 
10 s, 60T 31 s, 72% 30 s, 35 个 循环 。3 次 重复 。 
采用 2… “方法 分 析 目 标 基 因 的 相对 表达 量 及 其 标 
准 差 (Livak and Schmittgen, 2001) 。 

1.4 烟 粉 虱 铁 蛋白 基因 的 原核 表达 

1.4.1 原核 表达 载体 构建 : 根据 烟 粉 乔 Ferl 基因 
cDNA 序列 设计 分 别 含有 EcoR 酶 和 Sal I ERU A 
的 上 下 游 引 物 BtPG/BIPr3 (2€ 1) ， 以 测序 证 实 含 有 
WEL Ferl 的 阳性 质粒 为 模版 , PTAA ES, ER 
退火 温度 设 定 为 55C Hp, PCR 扩 增 体系 及 扩 增 程 
序 与 上 述 殉 隆 程 序 相同 。PCR 产物 经 1.2% 琼脂 
糖 凝 胶 电泳 、 回收 后 装 入 pGEM-T 载体 ,获得 重组 
载体 pGEM-BiFerl , 重组 载体 经 测序 验证 其 正确 
性 。 用 限制 性 内 切 酶 EcoR I 和 Sal 工 双 酶 切 载体 
pGEM-BtFerl, Ek H B Fr E, 插入 经 相同 双 酶 切 
获得 的 线性 化 pMAL-c2x 载体 , 转化 至 大 肠 杆菌 
DH5a, 重组 质粒 经 酶 切 鉴 定 和 测序 证 实 , 将 重组 
表达 载体 pMALc2x-BtFerl 转化 至 表达 菌株 BL21, 


表 1 本 实验 所 用 引物 


Table 1 Primers for the experiment 





引物 用 途 引物 名 称 

Use of primers Primer name 
cDNA 克隆 BtPfl 
cDNA cloning BtPrl 
BtPf2 
实时 荧光 定量 PCR BtP:2 
qRT-PCR BtAfl 
BtArl 
原核 表达 载体 构建 BtPx3 


Prokaryotic expression vector construction BtPf3 


引物 序列 (5" -3") 


Primer sequence 
GGCGAAACGAGCAAATACATG 
ACGGAAAAAATGTTCAACTTTATTTACAAG 
AATACATCGGCAAACGTGGAG 
CAACCTCTGGGTCGTGGAAG 
GGGTGTA ATGGTCGGTATGGGTC 
GGCTTCGGTCAGGAGGATGG 
GAATTCGATGCAAAATTGAGCCTTCT 
GTCGACACCAAGTGACTTCTGA AGATGC 
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1.4.2 MBP Bir £X 8 EJ RAI PAGE 分 析 : 将 
阳性 重组 克隆 分 别 置 于 5 mL 含 100 mg/L ARS 
素 的 液体 LB 培养 基 中 , 37% 培养 过 夜 ,， 取 50 pL 
菌 液 接种 于 50 mL 含 100 pg/mL AK eR LB 
液体 培养 基 , 培养 条 件 为 37%C , 250 r/min, 待 菌 液 
0Dow 值 达到 0. 5 时 添加 IPTG 至 终 浓度 为 0.3 
mmol/L 诱导 , 分 别 于 诱导 0, 0.5, 1 和 3 h 时 取样 。 
提取 诱导 菌 体 总 蛋白 , 15% SDS-PAGE 和 蛋白质 电泳 
检测 表达 效果 之 后 , 利用 Amylose 亲 和 柱 纯化 融合 
BA, 具体 程序 参见 试剂 盒 操 作 程 序 。 
1.5 数据 统计 与 分 析 

将 效 光 定量 PCR 测 出 的 烟 粉 我 Ferl 基因 相对 
表达 量 数 据 进 行 方差 分 析 与 多 重 比较 分 析 ， 分 析 烟 
HA Ferl 基因 在 不 同 发 育 时 期 相对 表达 量 差异 以 
及 在 不 同 吡 虫 啉 处 理 时 间 段 相对 表达 量 差异 。 采 用 
统计 软件 SPSS 19.0 进行 以 上 统计 分 析 , 其 中 多 重 
比较 分 析 时 选用 Duncan 氏 新 复 极 差 检验 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 AHA MED KARAHA Feri 基因 cDNA sz 
隆 及 序列 分 析 

AR TG CR REE A WARF, 借助 生物 信 
EFI GenBank 数据 库 , 采用 软件 对 高 度 同 源 的 烟 
BBL EST 序列 进行 拼接 ,获得 1 个 合 有 完整 编码 框 
的 烟 粉 乱 铁 和 蛋 日 基因 的 cDNA 序列 。 根 据 拼接 序列 
设计 引物 , 其 中 正 向 引物 产生 于 序列 EE603117, 反 
回 引物 产生 于 序列 EE601026 , XH RT-PCR 扩 增 获 
得 一 个 与 预期 片段 大 小 相符 的 条 带 ( 图 1), 克隆、 
测序 证 实 所 得 序列 为 目的 基因 , ar BtFerl, FF 
列 分 析 显 示 BtFerl 全 长 1 043 bp, 5 非 翻 译 区 117 
bp, 3' 非 翻译 区 251 bp, 包含 1 个 典型 的 加 尾 信和 号 
AATAAA( 图 2), 开放 阅读 框 编码 224 个 氨基 酸 ， 
分 子 量 约 为 25.26 kD。 此 序列 已 提交 到 GenBank, 
登录 号 JX865415。 利 用 生物 信息 学 软件 (http:// 
www. expasy. org/cgi-bin/ prosite/ ) XF HE Sr HJ 23 Ji I 
序列 分 析 结 果 显示 ，BtFerl ARE AAR RT 
功能 域 (Y - M7) ,表明 该 蛋白 属于 铁 蛋 白 家 族 。 
HS RU (Signal P4. 0) eax, BtFerl 含有 一 个 由 
19 个 氨基 酸 残 基 构成 的 信号 肽 (M ~A )。 此 外 ， 
该 重 白 还 存在 工 个 蛋白 激酶 5 磷酸 化 位 点 (第 123 
~125 fiz), 1 个 酰胺 化 位 点 (第 107 ~110 fiz), 1 4 
cAMP 和 cGMP (KRM H E A GEBE RAE DE A (SS 90 
~93 位 ) , 2 个 N- 豆 苞 酰 化 位 点 (第 12~17 和 34 ~ 


39 位 ), 以 及 4 个 酷 重 白 激 酶 磷酸 化 位 把 (第 33 ~ 
36, 95 ~98, 148 ~ 151 和 174 ~ 177 M), 表明 在 
BtFerl 的 生物 合成 过 程 中 需要 多 种 翻 详 后 加 工 修饰 
作用 才能 成 为 具有 天 然 功能 的 成 熟 肽 。 

多 序列 比 对 分 析 显 示 ( 图 3) ,BtFerl 与 其 他 已 知 
昆虫 铁 重 白 相 似 性 较 低 ， 扫 基 酸 序列 一 致 性 介 于 
25.8% ~48.7% 之 间 , 并 与 烟草 天 蛾 铁 重 日 序列 一 致 
性 最 高 (48.7% ), SIRE INGE HAFI — BOE Tic 
低 (25.8% ), 表明 BtFerl 基因 在 物种 间 的 差异 较 大 。 





图 1 烟 粉 我 MED 隐 种 Biferl 基因 PCR HI% 
Fig. 1 PCR amplification of BtFerl from Bemisia tabaci MED 
M: DNA 分 子 量 标 准 物 DNA marker; 1; cDNA 扩 增 片段 cDNA 


fragment amplified. 


2.2 MHA MED 隐 种 BiFerl 基因 表达 的 发 育 
特性 

BiFerl 基因 的 转录 表达 与 发 育 阶段 密切 相关 。 
KIGE & PCR 分 析 显 示 ( 图 4), 在 烟 粉 乔 各 发 育 阶 
段 该 基因 均 能 表达 , 但 是 表达 量 存在 差异 。 例 如 ， 
在 1, 2 和 3 HEX m, 伪 晴 和 成 虫 期 体内 的 相对 表达 
量 分 别 为 卵 期 的 87. 24% , 31. 9196 , 172. 70%, 
41.39% $1 626. 39% ,表明 BtFerl 的 转录 表达 与 发 
育 时 期 密切 相关 。 
2.3 AHE MED 隐 种 BtFerl 的 表达 受 吡 虫 啉 胁 
迫 诱导 

铁 和 蛋白 的 重要 功能 之 一 是 莹 合生 物体 在 氧化 胁 
迫 条 件 下 产生 的 Fe * ,以 降低 /缓解 其 危害 。 从 图 
5 可 知 , TENES D mg/L 吡虫啉 胁迫 下 烟 粉 乱 成 虫 体 
内 BrFerl 的 表达 量 在 经 过 短暂 降低 后 迅速 上 升 , 例 
如 ,胁迫 30 min 时 BrFerl 的 表达 量 已 达到 对 照 的 
1.47 f, 胁迫 60, 120 和 240 min 时 的 表达 量 分 别 
为 对 照 的 1.46, 2.22 和 3.17 倍 , 并 达到 峰值 。 此 
后 , 该 基因 的 表达 量 虽 略 有 下 降 , 但 依然 维持 在 较 
高 水 平 , 表明 在 吡虫啉 胁迫 下 烟 粉 乔 需 要 大 量 表 达 
BiFerl ,缓解 该 胁迫 对 虫 体 的 伤害 。 
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GGCGAAACGAGCAAATACATGATTTCTGTTCCGTTTCACACTTGAATTGATAAGCTGAATT TCCTCCCTCGAAGGCCAGACTACAGTTCT 
CAGGATTTCATCTCATTTCGTCCAATCATGGATGCAAAATTGAGCCTTCTTCTCTTGCTGGGTGCTGTCGCTGCGGCTAGCGCTGAATTT 
MDAKLSLLLLLGAVAAASAEF 
TGCTACAGCGATGTCGTCGGAGCTTGCAGTCCCACAGGCTCAGAATTGGCCAACTGTAATGCCAAGTACGGAGCTGCCCACGAAGTAATG 
CY S$ DVVGAcCcS PTGS ELAN CNA KY GA AH EVM 
AAAGATTTACAGAGCTATGTCAATACACACATAACCCGGAACTGGCAATATCTTTTGATGTCAACT TACT TCAACAACTACGAGAAAAAC 
K DLQS Y VNTH I TT RNYWGQA YL LMS TY F NN YE KN 
CGTGCTGGTTTCTCCAAACTT TACAAGAAACTGTCCGACACCGCATGGGAGGACGCCATTGACCTCATCAAATACATCGGCAAACGTGGA 
R A GF Sk Ll Y kk Ll Ss DT AWE DA | DL | k YY | G Kk RG 
GGTAAGATGGACTTCGGTTTCAGGAAGGAAGACACTTACCGCGCTAATGTTGATACTTATGAAATGCATGAACTGGGAAGTCTTGCAAAG 
G Kk MDF GF RK ED TYRANVDIYEMHELGSLAK 
GCTTTGGACATCCAAAAGTCTCTAGCTGAAGAATCACACCACATTCACGGAGAAGCCA TGCGCAGGAAGCAAGACTTCCACGACCCAGAG 
ALD I QGKSLAEESHH | HG EE A MR Rk QQ DF HD P E 
GTTGGTTCTTTCATTGAGAACAAATTCGTTCACCAACATGCTGATGCCGTACGTGAATTGGCCGGACACTCAAACGACTTGAGGAAATTG 
V G SF I EN K FV HQ HA DA V REL AG HS ND L Rk L 
ATGAGCAACACAGCCGATCAGAGCCTTGCCCTTTACATCTTTGACCAGCATCTTCAGAAGTCACTTGGTTAATTCCGTACTCACTCTCTC 
MSN DQ@staAtY !F DQHLEQK S LG * 
| ATCATCACTGTGTTAATGACTCCTCAATATAAAGAAAAAAA TCAAACATGA TCAAACCTAAAAGGAGGGCATT 
CCTAAGACTTTACCTTTAATTCGTTTATATTTTTGTTAAAGATAGTTTTAGTGCACTTTTTTAAAATACCGTCAATAATATTAGTAATAT 
TAAGTTTCAGTATTTTTAATTGTCTTGTAAATAAAGTTGAACATTTTTTCCGT 








图 2 ME MED ESRPEXSR A Biferl cDNA 序列 推导 的 氨基 酸 序列 


Fig. 2 The nucleotide and putative amino acid sequences of BtFerl from Bemisia tabaci MED 


56 & 


单 下 划 线 示 信 和 号 肽 序列 ; 双 下 划 线 示 铁 蛋白 家 族 的 保守 功能 域 ; 阴影 显示 多 聚 (A) 尾 。Single underlined amino acid sequences show the putative 


signal sequence. Double underlined amino acid sequences show the putative ferritin-like diiron domain. A putative poly (A + ) signal is highlighted in 


shade. 
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图 3 Arm MED 隐 种 Biferl 及 其 同 源 基因 推导 的 氨基 酸 序 列 的 多 序列 比 对 结 末 


Fig. 3 Multiple alignment of the deduced amino acid sequences of BtFerl from Bemisia tabaci MED and 


its homologues from other insects 


铁 和 蛋白 基因 序列 来 源 及 GenBank 登录 号 The origin of ferritin genes and their GenBank accession numbers; D. melanogaster; 黑 腹 果 蝇 Drosophila 
melanogaster, AAF07879; G. morsitans: Wi t% Glossina morsitans, AF368916; M. sexta: 烟草 天 蛾 Manduca sexta, AAF44717; T. ni: 粉 纹 夜 蛾 
Trichoplusia ni, AAX94729; G. mellonella; KG ME Galleria mellonella, AF329683; C. ethlius; © P5 A RESP EE Calpodes ethlius, AAD50240; B. tabaci 
MED: HER MED 隐 种 Bemisia tabaci, JX865415 ; A. aegypti: KRAFT Aedes aegypti, AAO41698. 以 Clustal X 进行 多 序列 比 对 ，Boxshade by 
TE; 5 示 相 同 氨基 酸 , 灰色 阴影 





residues were shaded in black and gray, respectively. 


示 相 似 氨 基 酸 。Alignments and shading were done with Clustal X and Boxshade. The identical and similar 
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相对 表达 量 
Relative expression level 





1 2 3 4 5 6 
发 育 时 期 Developmental stage 


图 4 MEER MED 隐 种 BiFerl 不 同 发 育 时 期 相对 表达 量 


Fig. 4 Relative expression level of BtFerl in different 


developmental stages of Bemisia tabaci MED 
图 中 数据 为 平均 值 上 标准 误 ; 柱 上 不 同 小 写字 母 表示 不 同 发 育 阶段 
间 比 较 差异 显著 (P «0. 01) 4 Data in the figue are mean + SE. The 
different lowercase letters above bars represent significant difference 
among different developmental stages of B. tabaci MED (P «0.01). 以 
卵 中 表达 量 作为 1, 选取 actin 作为 标准 化 内 参 , 用 2 ^^ THEE SA 


对 表达 量 。The relative expression level of BtFerl in different 





developmental stages of B. tabaci MED is determined by 2 ~“4°T method 
compared with that in the eggs, and actin is selected as the housekeeping 
gene. 1; B] Egg; 2: 1 $Z HH 1st instar nymph; 3: 2 HAF 2nd instar 
nymph; 4: 3 #474 3rd instar nymph; 5; 伪 肾 Pseudopupa; 6: WE 
Adult. 
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图 5 吡虫啉 (1 mg/L) 处 理 条 件 下 烟 粉 乱 成 虫 体 内 
BiFerl 的 相对 表达 量 


Fig. 5 Relative expression level of BtFerl in Bemisia 


tabaci adults under imidacloprid (1 mg/L) stress 
图 中 数据 为 平均 值 上 标准 误 ; 柱 上 不 同 小 写字 母 表 示 不 同 处 理 时 间 
之 间 比 较 差异 显著 (P<0.01)。Data in the figue are mean + SE. The 


different lowercase letters above bars represent significant difference 





among different time after treatment ( P «0.01). 


2.4 MBP 融合 BtFerl 表达 载体 构建 和 鉴定 

利用 EcoR 工 和 Sal I XXE] pMAL-c2x 空 载体 
All pGEM-BiFerl 载体 ,分 别 获得 含有 相同 酶 切 位 点 
的 线性 化 pMAL-c2x 空 载体 和 目的 基因 片段 , 经 T4 


连接 酶 连接 环 化 、 转 化 进入 大 肠 杆 亢 DH5a, 以 及 
对 阳性 菌落 培养 、 质粒 提取 获得 重组 表达 载体 
pMAL-BiFerl1 。 重 组 表达 载体 pMAL-BiFerl 经 EcoR 
I 和 Sal 工 双 酶 切 后 , 在 700 bp 以 下 检测 到 特异 条 
党 ,与 预期 目的 片段 (680 bp) 相符 (图 6),， 测序 结 
果 同 样 证 实 所 获得 的 重组 载体 正确 。 
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图 6 重组 质粒 pMALc2-BrFerl 的 酶 切 鉴定 


Fig. 6 Restriction enzyme digestion analysis of 





recombinant plasmid pMALc2-BtFerl 
M: DNA 分 子 量 标准 物 DNA marker; 1; EcoR 工 单 酶 切 pMAL-c2x $ 
体 pMAL-c2x vector digested with EcoR I ; 2: EcoR 工 单 酶 切 pMALc2- 
BtFerl 重组 载体 pMALc2-BtFerl digested with EcoR [ ; 3: EcoR IT/ 
Sal 工 双 酶 切 pMALc2-BtFerl 重组 载体 pMALc2-BtFerl digested with 
EcoR [ /Sal I. 


2.5 MBP 融合 蛋白 表达 与 纯化 

SDS-PAGE 有恒 日 质 电 泳 检测 显示 (图 7) : 在 0.3 
mmol/L 浓度 IPTG 诱导 下 , 重组 载体 pMAL-BtFerl 
菌 体 总 蛋白 样品 中 可 检测 到 特异 性 蛋 日 条 带 ， 分 子 
量 约 为 68 kD, 与 预期 MBP-BtFerl 融合 重 日 分 子 量 
大 小 相符 (MBP 标签 重 日 与 铁 重 日 的 分 子 量 分 别 为 
40 kD 和 25.3 kD), 表明 融合 铁 重 日 能 够 有 效 表 
iA; IPTC SAMS RAW RAR, 并 以 诱导 
1 h 时 表达 量 最 高 , 长 时 间 (3 h) 诱 导 反 而 降低 表达 
量 ; Bia aA MBP-BtFerl 同时 存在 于 上 清 液 和 沉 
wF, KAPHA SI TIE; (4) 采 用 Amylose 
杀 和 柱 对 上 清 中 融合 蛋 日 进行 纯化 , 经 SDS-PAGE 
检测 显示 融合 重 日 主 融 明显 ,纯化 效率 高 。 


3 结论 与 讨论 


A ESI A ERO 24 个 亚 基 构 成 的 分 子 
量 约 为 440 kD 的 异 源 多 聚 体 (Arosio et al., 2009) , 
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图 7 烟 粉 乔 铁 蛋白 体外 表达 SDS-PAGE 电泳 检测 
Fig. 7 Expression of ferritin of Bemisia tabaci in vitro detected by SDS-PAGE 
1: 和 蛋白质 分 子 量 标准 物 Protein molecular weight marker; 2 -5: 分 别 为 IPTC 诱导 0, 0.5, 1 和 3 h 样品 总 蛋白 Total protein from cells induced by 
IPTG for 0, 0.5, 1 and 3 h, respectively; 6: 超声 波 破 碎 后 上 清 液 总 蛋白 Total protein from the supernatant; 7: AVM JG DUE SE Total 





protein from the pellet; 8: 麦芽 糖 吸 附 纯 化 后 融合 蛋白 Purified protein eluted from amylose column with maltose. 


亚 基 组 成 包括 重 链 和 轻 链 两 类 ,分 别 由 不 同 基因 编 
R3, mB$L2] 9) 4H HOA A ERA DU B REA EH EU — 
小 部 分 , 但 是 该 类 和 蛋 日 发 挥 的 作用 非常 重要 , 其 合 
量 水 平 是 监测 机 体内 铁 元 素平 衡 的 重要 指标 ， 如 缺 
铁 还 是 过 量 (Zimmermann ，2008) ， 相 比 之 下 , 血清 
铁 重 白 浓 度 变 化 与 机 体内 炎症 、 感 染 、 肝 功能 、 肿 
瘤 和 氧化 胁迫 程度 密切 相关 。 与 哺乳 动物 不 同 , Bà 
HF P3 AY ee ERE AER YR RIS i 7 fe 
( Strickler-Dinglasan et al., 2006; Wang et al., 2009; 
Kim et al., 2009), F UTW TELE AW = ( Wang et 
al., 2009) 。 昆 虫 铁 蛋 白 也 是 由 两 种 类 型 亚 基 构成 ， 
但 是 多 聚 体 的 分 子 量 普 遍 比 哺乳 动物 大 ,一般 在 
400 ~600 kD 之 间 , 主要 由 于 亚 基 的 分 子 量 比 哺乳 
动物 铁 重 日 的 要 大 (21 ~ 36 kD), 本 文 报道 的 烟 粉 
RUE A BtFerl 理论 分 子 量 为 25.26 kD, TERE 
日 亚 基 合成 过 程 中 , 一 般 需 要 经 过 糖 基 化 修饰 , 然 
而 BtFerl 并 无 糖 基 化 修饰 位 点 , 但 是 存在 多 种 类 型 
的 克 酸 化 修饰 位 点 ,以 及 多 个 酰胺 化 和 N- 豆 苞 酰 化 
位 点 , 可 能 由 于 烟 粉 虱 物 种 特性 决定 的 , 具体 情况 
还 需 实验 证 据 核实 。 在 昆虫 体内 ,， 铁 蛋 日 亚 基 多 含 
有 信和 号 肽 , 用 于 引导 新 生 肽 链 进 入 分 泌 通 道 形 成 成 
熟 亚 基 , BtFerl 同样 含有 信号 肽 (M ~A”) Æ, 
表明 该 重 日 属于 分 泌 型 铁 重 日 。 


BUR UE dB], BRAG A EA TE EG R A PHR 
中 均 能 表达 , 但 是 表达 水 平 存 在 差异 , 并 与 发 育 程 
度 密 切 相 关 ( Daphne et al., 2010) , ZESCBES2E SR Il 
样 证 实 BtFerl 在 烟 粉 乔 各 发 育 阶段 均 能 表达 , 尤其 
在 成 由 和 3 a RAB Ri, EI. 
RAR, AM 2 龄 右 虫 期 (图 4) 。 昆 虫 铁 重 日 的 
功能 主要 包括 铁 运 输 ( Kidane et al., 2006; Arosio et 
al., 2009), ， 抗 氧化 胁迫 和 炎症 (Arosio et al., 
2009 ) ， 参 与 免疫 (Paskewitz and Shi, 2005), 及 可 
能 行使 转 铁 重 日 的 功能 (Kim et al., 2009). npo rg m 
属于 内 吸 性 杀 虫 剂 ,该 类 杀 虫 剂 通过 竞争 性 结合 烟 
酸 乙 栈 胆 碱 酯 酶 受 体 , 有 效 干扰 烟 粉 乔 运 动 神经 系 
统 的 化 学 信号 传递 , 在 此 过 程 中 将 伴随 着 一 系列 的 
氧化 胁迫 产生 (He et al., 2011) , 为 此 昆虫 体内 将 
KE A BARE AW BR fie E XS pid (Arosio et al., 
2009) . KWR SEAR b ZR TE Po TH TR AK SE REC E BB 2 
件 下 , 成 虫 内 体 BrFerl 基因 在 经 过 短暂 调整 后 表达 
量 迅速 上 升 (图 $) , 受 吡 虫 啉 胁迫 强烈 诱导 ,表明 
该 类 重 日 可 能 直接 或 者 间接 地 参与 烟 粉 乔 的 抗 药 
VE, 具体 结论 有 待 进一步 证 实 。 本 文 构建 的 原核 表 
达 载 体 pMAL-BiFerl ,其 融合 蛋白 MBP-BtFerl 在 宿 
EH BL21( DE3 ) 能 够 稳定 高 效 表达 ,表达 产物 以 
可 溶性 蛋 白 形式 存在 于 上 清 液 中 (图 5), 这 为 后 续 
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融合 生日 的 纯化 和 分 离 带 来 便利 。 由 于 构建 的 表达 
载体 合 有 编码 麦芽 糖 结合 蛋白 的 标签 序列 , 为 利用 
商业 化 抗 MBP 抗体 检测 融合 蛋白 研究 BtFerl 与 其 
WERE, 以 及 利用 凝血 酶 类 重 日 酶 酶 切 纯化 产 
物 获 得 成 熟 铁 重 晶 并 人 研究 钙 重 日 的 结构 和 功能 莫 定 
了 基础 。 
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